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e cocotier (CTocos ~/~$i’o l,.): cult,ure 
villageoise dont l’c~~loitation est sans 
danger pour l’environnement ! oftre une 
gamme de possibilités en matière dc niltri- 
tion, de revenus et d’emplois. Introduit au 
Brésil par les Port.ugais cn 1’31, Ir cocotier 
est iargement cultivt5 aujourd’hui dans la zone 
ccitière de la rPgion du Yard-Ouest qui fournit, 
ii ‘X de la production nationale. La cocote- 
raie couvre environ 180 000 hi1 mais lc rcnde- 
ment moyen n’est~ que de 20 IlOis/i~i%re/all 
(Iboe, 1989). Cette mauvaise productivitB des 
arbres est due à des variétés à faible rendc- 
ment, à une plnviométrie irrégulibïe et aux 
attaques d’un nombre important d’insectes 
nuisibles et de maladies fongiques. 
‘:-::tembre - Octobre ?994 
soc& à deux champignons ascomycètes, 
I’l,~~dlnchorn torwtm%lln (Batista, 1948) et 
S’phnrrodot1r~i.s ncrocomiae (,Joly, 1916). 
Rbcemment, une nouvelle appellation a été 
proposée pour le stade parfait de l’agent 
causal du ((leaf’ blight)), Botr~o.s@~~in CO- 
c»,qcran Subileau (Subileau, 1993 ; Subileau 
cl nl., 1994). b'otrgosph~nerin sp. se trouve 
souvent sur d’autres cultures pt;renncs 
(Cline et Milholland, 1992 ; Milholland, 
1972 ; Schreiber, 1964). La rouille des tiges 
de myrtille, due à B. cloth%d~n, est, la pre- 
mière cause de mauvaises récoltes dans des 
plantations âgées d’un à deux ans en Caro- 
line du Nord (Creswell et Milholland, 1987). 
Dans le cas du pêcher, te stress hydrique 
augmente la sév&ité de la maladie (Pu~y. 
1989). La rouille des pousses de pistachier, 
due à Botryosplm3G, pan%&, est une mala- 
die fréquente dans les vergers du nord-ouest 
de la Californie (Michailides et Morgan, 
1992). La variation du pouvoir pathogène 
des isolats de l3. dothlden a été signalée par 
d’autres chercheurs :Davis et al. (1987) ont 
mis rn &idence une variabilité import,ante 
de la virulence de divers isolats respon- 
sables de la maladie du tronc de jeunes ci- 
tronniers ; Creswell et Mitholland (1987) 
ont classé les isolats provenant de myrtille 
t’n deux groupes selon leur virulence ; une 
Wriiltion du pouvoir pat hogtine a également 
titti signal& sur d’autres plantes h13tes 
(t’ustly c>f a/.. 1986; Sutton et Boyne, 1983). 
Ram (1993) a obscr~~ que Ics isolats dc BO- 
~)~~/~~,s~~~/~/f~~~~ provt~nant d’autres plantes s’a+- 
rent non pathogktes chez le cocotier sans pou- 
vrjir mettre en t%dence drs diffi;rences au 
niveau dc la taille des conidies. 
Ce travail a eu pour but d’&aluer la varia- 
bilitt; des caract&ist,iques morphologiques t 
~ulturalcs ainsi que le pouvoir pathogène sur 
cocotier d’isolats de RotrUosphf~erBn prove- 
nant dt~+ divers organes du cocotier (noix, 
feuilles, rachis) ou d’autres plantes hôtes. La 
variabilitti au niveau des profils isoenzyma- 
tiques 3 36 c’gitlclllt’llt recherchée compte 
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tenu de l’utilisation des analyses des isozymes 
pour la caractérisation et l’identification 
d’isolats appartenant à une même espèce 
(Oudemans et Coffey, 1991 ; Nygaard et al. ) 
1989), ou à des espèces d’un genre donné 
(Powers et al, 1989 ; Bosland et Williams, 
1987 ; Wong et Willets, 1975). Par ailleurs, 
avec cette technique, des différences intras- 
pécifiques ont été mises en évidence, des 
formes spéciales ont été identifiées (Burdon 
et Marshall, 1981) et des différences entre 
races physiologiques ont été étudiées (Hel- 
mann et Christ, 1991 ;Damaj et al., 1993). 
:;, $ & ,J; ,;,c; “‘t4 ,$$>! ‘j <‘\” ‘1 r y$ ,;xq y ” Xi ” :;F a!~< >\<, 
Cinquante-quatre isolats provenant de 
plantes hôtes et de localités diverses ont 
étC! étudiés (tableau 1). Les isolats ont été 
obtenus, soit A partir de cultures en collec- 
tions, soit à partir de prélèvements ur les 
organes de cocotiers infectés, de différentes 
régions du Brésil et de la Guyane francaise. 
Caractéristiques morphologiques 
Les isolats sont mis en culture sur un mi- 
lieu à base d’avoine pendant sept jours à 
24 “C. La croissance radiale, la couleur du 
mycélium et la production de spores sont 
notées. Le diamètre des conidies est me- 
suré sur 20 spores par isolat. 
Pouvoir pathogène sur cocotier 
Le pouvoir pathogène et la virulence de 
chaque isolat sont étudiés en serre sur de 
jeunes hybrides de cocotier PB 121, Nain 
Jaune de Malaisie x Grand Ouest Africain 
(photo 1). L’inoculum est utilisé sous forme 
Photo 1 : Palme malade après inoculation 
Diseased palm after inoculation 
de disques mycéliens de 5 mm de diamètre 
à partir de cultures sur milieu gélosé âgées 
de 7 jours. Dix disques mycéliens provenant 
de chaque isolat sont placés sur des bles- 
sures effectuées sur la face inférieure des 
folioles à l’aide d’un scalpel stérilisé ; les 
arbres témoins reçoivent des disques d’agar 
stérile. Les feuilles sont emballées dans des 
sacs en plastique afin d’éviter tout dessè- 
chement. L’essai comporte trois répéti- 
tions. Les symptômes qui résultent des ino- 
culations font l’objet d’observations et de 
mesures hebdomadaires. L’apparition de 
stromas ur les lésions est également notée. 
Analyse isoenzymatique par 
électrophorèse 
Les isolats sont ensemencés sur milieu gé- 
losé V8 (200 ml de jus V8, 2,5 g de CaC03, 
15 g d’agar et 800 ml d’eau distillée), recou- 
verts d’un disque de cellophane t mis à in- 
cuber à l’obscurité et à 23 “C pendant sept 
jours. Le mycélium est prélevé à l’aide 
d’une spatule et broyé aux ultrasons à 4 “C 
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sés nour les migrations sont le Tris citrate. 
sent& dans le tal;leau 2. 
Après migration, chaque gel est, dPcoupé 
en quatre tranches de 2 mm d’épaisseur! 
permettant ainsi la rkvélation de quatre 
syst;&mes enzymatiques différents pour 
chaque échant3illon. Les tranches sont colo- 
rées pour chacune des dix enzymes selon 
z des protocoles s6lectifs (Pasteur CV 01.. 
3 1987) puis fïxt% à l’acide acC:t.iqur à i ‘X. rt 
b séch&s ent,re deux feuilles de celloghan~~ 
(Picard et Goullel,, 1985). Les profils obte- 
nus sont dessin& sur papier millimétré, , 0 4” 
the dark (0) andin intemittent lignt (L) ~~~~~~~~,,~ ~~~~~~~~~~ 
Caractéristiques morphologiques 
Les isola& de Bot~losph,r~,irr provenant (te 
feuilles de cocotier présentent une morpho- 
buffers logie comparablc en ce qui concorne les di- 
mensions des spores, 18-20 pm x 8-10 buu. 
ainsi qu’un mycélium généralement blanc 
sans product~ioit de pycnides ou présentant 
peu rie st;romas (photo 2). Les isolats provr- 
riant, d’auf-res plan& ou de noix de coco- 
t.ier, et qui s’avèrent, non ~~iltllO~èIl~S 
sur cocotier, forment un autre groupe : di- 
mensions des spores plus importantes 
28 Wt~t x 14 fltn, mycélium noir, production 
rapide et abondante de sl,romas (1-ableau :1), 
Par ailleurs, deux isolats provenant de 
ti~ctris sp. et de Ro;~slonen présentent des 
spores de petite t-aille, 16 ltm x 8 pni et; s’a+ 
rrnt également, non pat,hogbnes sur cocot icr. 
Pouvoir pathogène sur cocotier 
-- Lit plupart des isolats de Uoto/o@a~Cn 
pr~ltw~s sur feuilles de cocot,ier sont patho- 
giws sur coco& (t,ablcau 3). S’y &joul;e, 
l’isolat AR 026 provenant du fruit de la pas- 
*. sion ct qui produit un mycélium caractoris- 
-Lw-~ t iqw srmblablt~ à. celui des isolats prélt+s 
Phosphate sur cwotirr. Lr pouvoir pathogène varie 
Nmphnre st>lon I’iWlitt, allant rlC petites lésions tir 
SIX-A lr, 111t11 s 10 111t11 jusqu’à -15 111111 Y 10 111111 lc 
4 il“ ,jour ;tpi+s inoculation artificicllr 
(photo 3). La plupart des isolats patbo- 
gPnrs protluist~nt des stronias sur les Ié- 
siens. & l’exception des isolats AR 018. 010 
petldiUlt~ 30 secondes dans un tampon ci- colorants hcm.t wux ut iliw par fltsttwr c‘t et 052 (tableau 3). 
trate 0,l M, pH 7,0 (1 g/ml). Les Pchan- tri. (lwi). Qllill7.t~ llliu~~litl‘t’i: <iP c~hnqllc 
tillons sont centrifugés h 10 000 g ptwlani t+hantillon sont tltipiw3 wr papitIr filrw Analyses isoenzymatiques 
15 min à une température de 4 “C, Les sur- Kh;itman SO. :l jkli~ mn~) (lut’ 1’~) ins$rc 12s profils elcctrc7I~hor~,tiqucs des dix en- 
nageants sont stockés à -18 “C dans tirs ttatis mit t’ctirt~ cwrpr~t~ dmis lia grl, IA mi- zymrs pour diacuti des 54 isolats étudi& se 
cryotubes Eppendorf jusqu’à utilisation. grntii)n wt (~ft’t~cluct~ ;1 13) 1‘ 25 m:\/grl sont motttr6s rcproduct ibles. Line différen- 
L’électropho&e horizont,ale sur gel dans uw i’lw h~iri~ontalt~ I-il? !i!) (tlwt’cr tiation Cst obtet~ue aWc les (x WtélXSeS 
d’amidon (12 % p/v) est utilisée selon la me- Scirtitifiç Iti~ttwnwnls, 1.U) mitinttwie B (tx EST) et les f,?, glucOSidiW3s (B GLUS), 
thode de Blaha (1990) ; les tampons et, les 1 “C. Lr front tir migration est, visualisA par mais aussi avec les malates déshydrogC- 
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Photo 3 : Comparaison entre un isolat non 
pathogène (AR 31) et deux isolats pathogènes 
AR 33 et AR 39 (noter la présence de stromas 
avec les isolats pathogènes) 
Comparison between a non-pathogenic isolate 
(AR 31) and two pathogenic isolates AR 33 and 
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Figure la et lb. Variation électrophorétique de l’enzyme malate-deshydrogenase (MDH) pour les isolats de Botryosphaeria. Chaque bande représente un 
isolat différent 
Electrophoretic variation of enzyme malate-dehydrogenase (MDH) of Botryosphaer 13 /soia?es Each ianc represents a separate isolate 
Rl : isolat de référence I reference isolate * : echantilion traite riu merraptoethanol !  rarnpie treated with mercaptoethanol 
nases (MDH) qui présentent plusieurs tpprs TE2 -= le is<>iats ;\R IU, (y Il!), 1\1, II. l A11 I(i, avec une brtnde intercalaire R 
ékkrophorétiques (figures 1 a et 1 b) dont :JO* :Il, .lii, .4;. i>2. ;iinsi qiitl les i,wl:ils cdlcs de TE1 ; 
deux très caractéristiquq ‘El, ww kns :11~ 02 c‘t 2 Ii Illlt” wuit~ hndt’ (‘c~nlmllnt~ * AK 35. avco une bande plus haute que 
bandes rapproch&s et, ‘fX2. avw drus St> Sitmnr 311 rlivvaii rlc I;l h;~niit> supi- loutrs les autres ; 
bandes espacées, ritww ~IV ‘fEL * AR 24 tht 29 avec un profil h &XX hantlcs 
TE1 = les isolats AR 04. 05. 06, 17. 10. 20, I’Olll’ Tl~llS 1N ;tutrt‘S iiiihllh. lt,s Ml>Il plus t‘spuc’t~cs que -iE. 
32, 33, 36, 48, 49, 50, 51. 5-l ;lppxPntt’s iius pwwntcur III~ ~~c~I~liic)lphi~~~l~~ in portnnt : (‘twim isohts iw produisent aucune 
isolats monoascosporcs 38, 39, 40, 41: -II. l lAR 015 ((-)Yw~i) itw dnq bandt~s ; ltantf~~ : AR 12, 18, 23 et 37, mais les isolats 
43,44 et 45 à une seule bande se situant au l AR 013 (Buct~is) et AR 10 (noix de coco- 18 et 37 par leur profil a EST peuvent être 
niveau supérieur de TEX. tier) a’ipc trois bandes ; claw? danr TP1 L/A L 1.
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PHYTOPATHOLOGIE 
Discussion 
Les caractéristiques morphologiques et cul- 
turales des isolats Botryo&aeria étudiés 
sont variables ; toutefois, les isolats don- 
nant un mycélium blanc sont généralement 
pathogènes et ceux donnant un mycélium 
noir sont moins pathogènes. Il n’a pas été 
possible de mettre en évidence une corréla- 
tion entre l’aptitude des isolats à produire 
des stromas et leur pouvoir pathogène sur 
cocotier. 
Mais si les isolats sont classés elon les 
dimensions des spores, les isolats patho- 
gènes des feuilles du cocotier se trouvent 
dans le même groupe, avec des spores de 
18-20 um x 8-10 pm, tandis que l’autre 
groupe, non pathogène, présente des spores 
de taille plus importante, 24-28 um x 8-10 
pm. Les autres groupes présentent des 
spores de taille moins importante et ne sont 
pas pathogènes. 
L’électrophorèse isoenzymatique appli- 
quée ici démontre bien la diversité entre 
isolats de Botryosphaeria. L’analyse des 
MDH a notamment permis de révéler un 
groupe d’isolats TE1 directement lié à un 
pouvoir pathogène important sur feuilles de 
cocotier. Ces TE1 (isolats AR 04, 05, 17, 19, 
20, 32, 33, 36, 48, 49, 50, 51 et 54) provien- 
nent tous de feuilles de cocotier, les isolats 
monoascospores (AR 38 à AR 45) ou de pé- 
rithèces (AR 33), à une bande commune, 
semblant confirmer la présence d’individus 
homozygotes dans ce groupe TEL 
En revanche, les isolats du groupe formé 
par les TE2, obtenus à partir de noix (iso- 
lats AR 08, 09, 21, 30) ou de rachis (isolats 
AR 02, 22, 31), ne sont pas pathogènes des 
folioles du cocotier, excepté toutefois l’iso- 
lat AR 52 provenant de rachis, qui est pa- 
thogène mais qui donne des allèles a EST 
identiques à ceux des TEL 
Les isolats provenant d’autres plantes 
s’avèrent très différents de ceux du coco- 
tier, par une absence des caractères présen- 
tés par les TE1 ou les TE2, excepté l’isolat 
AR 26, provenant du fruit de la passion, qui 
s’avère pathogène sur cocotier et qui pré- 
sente un profil MDH différent de celui de 
tous les autres isolats. Cependant, il faut 
noter que cet isolat AR 26 donne, comme 
l’isolat AR 52, des allèles communs a EST 
identiques à ceux de TEL 
Cette analyse conforte l’hypothèse d’une 
différence génétique entre isolats patho- 
gènes du cocotier. L’appellation Botryos- 
phaeria cocogena proposée par Subileau 
(1993) (Subileau et al., 1994) est globale- 
ment justifiée ; on notera toutefois une cer- 
taine spécialisation parasitaire, en fonction 
des tissus atteints. 
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PWYTOPATHOLOCY 
«Queima das folhas» on coeonut 
Warwick D.‘, Renard J.L2, Blaha G.2 
’ EMBRAPA, CP 44, Aracaju, SE 49001.970, Brazil 
* CIRAD-CP, BP 5035, 34032 Montpellier Cedex 1, France 
oconut (Cocos nucijera L.) is an 
ecologically correct smallholder trop 
and offers a wide range of dietary 
income and employment opportunities. It was 
first introduced into Brazil by the Portuguese in 
1553 and today is widely grown along the coastal 
areas of the Northwestern region, which provides 
‘72% of national production. There are 
approximately 180,000 ha of coconut palms, but 
the average yield is only 20 nuts/palm/year 
(Iboe, 1989). This low productivity is a 
consequence of low-yielding varieties, irregular 
rainfall distribution and attacks by a number of 
insect pests and fungal diseases. 
Leaf blight (queima das folhas) responsible 
for severe losses in different coconut growing 
areas, is the main coconut disease in Brazil 
(Warwick, 1989). Symptoms include rapid 
wilting, browning or reddening of leaves and, 
eventually, a reduction in the assimilating leaf 
area, along with premature breakage of leaf 
stalks at their point of insertion on the Stern; this 
causes the bunches, which are usually supported 
by the leaf, to sink, leading to immature nut fa11 
(Warwick, Bezerra and Renard, 1991). The 
disease was first reported in the State of Sergipe 
(Franco, 1975) and has spread rapidly. Field 
surveys have revealed its existence in the States 
of Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio 
Grande do Norte and Para (Renard, 1990). More 
recently, it was detected in French Guiana 
(Renard, persona1 communication), which 
indicates that the fungi are moving towards the 
Northwest of South America, to other coconut 
producing countries. 
In the past time, the «queima das folhas» was 
attributed to a complex of three fungi : a conidial 
l 
form, Lasiod~plodia theobromae (Pat.) Griffon 
l and Maud1 associated with two ascomycete fungi, 
Phyllachora torrendiella (Batista, 1948) and 
Sphaerodothis acrocomiae (Joly, 1916). A new 
denomination was recently proposed for the 
Perfect stage of the causal agent of leaf blight, 
Botryosphaeria cocogena Subileau (Subileau, 
1993 ; Subileau et aZ., 1994). Botyosphaetia sp. 
is often found on other perennial crops (Clime 
and Milholland, 1972; Milholland, 19’72; 
Schreiber, 1964). Blueberry stem blight caused 
by B. dothidea is the main cause of trop failure 
in one and two-year old plantings in North 
Carolina (Creswell and Milholland, 1987). In 
peach, water stress increases the sererity of the 
disease (Pusey, 1989). Pistachio shoot blight 
caused by Botyosphaeria panicle, is a common 
disease in orchards in Northwestern California 
(Michailides and Morgan, 1992). The variation 
in pathogenicity of B. dothidea isolates has been 
reported by other workers: Davis et al. (1987) 
discovered substantial variability in the 
virulence of different isolates causing trunk 
disease in Young citrus trees; Creswell and 
Milholland (1987) classified isolates from 
blueberry into two virulence groups; variation in 
pathogenicity has also been reported on other 
host plants (Pusey et a.l., 1986; Sutton and 
Boyne, 1983). 
Ram (1993) reported that the isolates of 
Botryosphaeria from other plants were not 
pathogenic to coconut, but. could not find any 
differences in conidia size. 
The purpose of this work nias to assess the 
variability of morphological and culture 
characteristics, and the pathogenicity on 
coconut, of Bot~yosphaek isolates from various 
organs of the coconut palm (nuts, leaves, rachis) 
or from other host plants. Variability in the 
isozyme banding patterns was also sought, given 
its successful use in isozyme analyses to 
characterize and identify isolates belonging to 
the same species (Oudemans and Coffey, 1991; 
Nygaard et al., 1989), or to species of a given 
genus (Powers et al, 1989; Dosland and Williams, 
1987; Wong and Willets, 1975). Intraspecific 
differences have also been revealed with this 
technique, formae speciales have been identified 
(Burdon and Marshall, 1991), and differences 
between physiological races have been studied 
(Helmann and Christ, 1991; Damaj et al., 1993). 
Material and methods 
Fifty-four isolates from different host. plants and 
locations were studied (table 1). The isolates 
were obtained either from cultures in collections 
or from samples taken off infected coconut 
tissues in different regions of Brazil and French 
Guiana. 
Morphological characteristics 
The isolates were cultured on oat medium for 
seven days at 24°C. Radial gronth, the colour of 
the mycelium and spore production were noted. 
The diameters of the conidia were measured on 
20 spores per isolate. 
Pathogenicity on coconut 
The pathogenicity and r-irulence of each isolate 
were investigated in the greenhouse on Young PB 
121 coconut hybrids, blalayan Yellow Dwarf x 
West African Ta11 (photo 1). The inoculum 
consisted of 5 mm diameter plugs taken from 
~-m PHYTOPATHOLOGIE l 
7 day old cultures on a water-agar medium. Ten 
mycelium plugs from each isolate were placed on 
wounds made on the underside of the coconut 
leaflets using a sterilized scalpel; the control 
palms received plugs of sterile water. The leaves 
were wrapped in plastic bags to prevent 
desiccation. The tria1 comprised three 
replicates. Symptoms after inoculations were 
examined each week and measured. The leaves 
were also examined for stroma formation on tHe 
lesions. 
Isozyme analysis by gel electrophoresis 
The isolates were cultured on V8 agar medium 
(200 ml of V8 juice,‘2.5 g of CaC03, 15 g of agar 
and 800 ml of distilled water), with a cellophane 
disc overlay and incubated in the dark at 23°C 
for seven days. The mycelium was collected with 
a spatula and ground by ultrasound at 4°C for 
30 seconds in a 0.1 M citrate buffer, pH 7.0 
(1 g/ml). The samples were centrifuged at 
10,000 g for 15 min at 4°C The supernatants 
were stored at -18°C in Eppendorf cryotubes 
until used. 
Horizontal starch gel electrophoresis (12% 
W/V) was used according to the method 
described by Blaha (1990); the buffers and 
stains were those used by Pasteur et al. (1987). 
Fifteen microlitres of each sample was 
deposited on Whatman No.3 filter paper 
(5x10 mm), which was inserted in a slot tut into 
the gel. Migration occurred at 150 V/25 tige1 in 
an HE 99 horizontal tank (Hoefer Scientific 
Instruments, USA) kept at 4°C. The migrating 
front was displayed by bromophenol blue. The 
buffers used for migration were Tris citrate, 
pH 8.0 (TC8), Histidine, pH 6.0 (H6) and 
Lithium Borate, pH 8.3 (LiOH). The enzyme 
systems sought are given in table 2. 
-4fter migration, each gel was tut into four 
2 mm thick slices, SO that, four different 
enzymatic systems could be detected for each 
sample. The slices were stained for each of the 
ten enzymes according to selective protocols 
(Pasteur et al,. 1987) then fixed in 7% acetic 
acid and dried between hvo sheets of cellophane 
(Picard and Goulet, 1985). The patterns 
obtained were presented as full-scale line 
drawings on grid paper. 
Results 
Morphological characteristics 
Botryosphaeria isolates from coconut leaves 
were morphologically similar in spore size, 
18-20 prn x 8-10 prn, and usually had a white 
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mycelium with no pycnidium production, or had 
few stromas (photo 2). Isolates from other 
plants, or from coconut fruits, which were not 
pathogenic to coconut plants, formed a different 
group: larger spore size, 28 km x 14 prn, black 
mycelium, rapid and abundant stroma 
production (table 3). 
There were also two isolates from Bactris sp. 
and Roystonea which had small size spores, 
16 prn x 8 Frn and also proved to be non- 
pathogenic to coconut. 
Pathogenicity to coconut 
Most of the Botryosphaetia isolates taken from 
coconut leaves were pathogenic to coconut 
(table 3), as was isolate AR 026 from passion 
fruit, which produced a typical mycelium similar 
to that of isolates taken from coconut. 
Pathogenicity varied depending on the isolate, 
ranging from small lesions, 15 mm x 10 mm to 
45 mm x 10 mm 21 days after artificial 
inoculation (photo 3). Most of the pathogenic 
isolates produced stromas on the lesions, apart 
from isolates AR 018,019 and 052 (table 3). 
Isozyme analysis 
The banding patterns of the ten enzymes for 
each of the 54 isolates examined proved to be 
reproducible. Differentiation was obtained with 
a esterases (a EST) and fs glucosidases 
(B GLUS), but also with malate dehydrogenases 
(MDH) which gave several electrophoretic types 
(fig. 1 A and 1 B), two of which were very 
characteristic, ET1 with two close bands, and 
ET2 with two widely separated bands. 
ET1 = isolates AR 04, 05, 06, 17, 19, 20, 32, 33, 
36, 48, 49, 50, 51, 54 related to the 
monoascospore isolates 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 
et 45 with only one band in the Upper level of 
ETl. 
ET2 = isolates AR 03, 08, 09, 16, 21, 30, 31, 46, 
47, 52, along with isolates AR 02 and 22 with a 
single common band on the level of the Upper 
band of ET2. 
For a11 the other isolates, the MDH exhibited 
substantial polymorphism: 
*AR 015 (Uricuti) with five bands; 
*AR 013 (Bactris) and AR 10 (coconut fruit) 
with three bands; 
*AR 26, with a band between those of ETl; 
*AR 35, with one band higher than a11 the 
others; 
*AR 24 and 29 with a pattern of two bands more 
widely spaced than ET2.; 
Some isolates did not produce any band: 
AR 12, 18, 23 and 37, but isolates 18 and 37, given 
their a EST pattern, cari be classed in ETl. 
n 
The morphological and culture characteristics of 
the Botryosphaeria isolates studied were 
variable; however, the isolates giving a white 
mycelium were generally pathogenic and those 
giving a black mycelium were less pathogenic. 
No correlation could be found between the 
ability of isolates to produce stromas and their 
pathogenicity on coconut. 
However, if isolates were classed according to 
spore size, the pathogenic isolates from coconut 
leaves fell into the same group, with spore sizes 
of 18-20 Frn x 8-10 prn, whereas the other, non- 
pathogenic, group had larger spores, 24-28 prn x 
8-10 prn. The other groups had spores sizes 
narrower and were not pathogenic. 
The isozyme electrophoresis used here clearly 
showed the diversity between Botryosphaeria 
isolates. Analysis of the MDH in particular 
revealed a group of isolates, ETl, directly linked 
to substantial pathogenicity on coconut. These 
ET1 (isolates AR 04, 05, 17, 19, 20, 32, 33, 36, 48, 
49, 50, 51 and 54) a11 came from coconut leaves, 
with the monoascospore isolates (AR 38 to AR 
45) or of perithecia (AR 33), with a common 
band, seeming to confirm, moreover, the 
existence of homozygous individuals in this ET1 
group. 
On the other hand, the isolates in the group 
formed by the ET2 obtained from coconut fruits 
(isolates AR 08, 09, 21, 30) or rachises (isolates 
AR 02, 22, 31) were not pathogenic on coconut 
leaflets, apart from AR 52 however, from a 
rachis, which was pathogenic but which gave 
a EST alleles identical to those of the ETl. 
The isolates from other plants proved to be 
very different from those obtained on coconut, 
through an absence of characters found in the 
ET1 and ET2, apart from isolate AR 26, from 
passion fruit, which was pathogenic on coconut 
and had a different MDH banding pattern from 
that of a11 the other isolates. However, it should 
be noted that this isolate AR 26, like isolate AR 
52, gave common a EST alleles identical to those 
of ETl. 
This analysis backs the hypothesis of a genetic 
difference between isolates pathogenic to 
coconut. The denomination Botryosphaeria 
cocogena proposed by Subileau (1993) 
(Subileau et al., 1994) is generally justified; 
however a certain parasite specialization is seem 
depending on the coconut tissues affected. 
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